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MFC:大腿骨内側顆， LFC:大腿骨外側顆， MM:内側半月板 ML:外側半月板
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Fig. 1-3同種半月板移植片および足場材 4,13-15) 























では主に，ポリウレタン (Polyurethane:PU)やポリカプロラクトン (Polycaprolactone:PCL), 























































Mean + SD (n :5 3) 





Fig. 1-5 RCP/PCL複合足場材移植後 10週で摘出した再生組織に対する組織学的評価の
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アグリカン（分子最 0.5xl06-4.0x10りは，約 100のコンドロイチン硫酸 (Chondroitinsulfate: 
フィブ
CS) と約 50のケラタン硫酸 (Keratansulfate: KS)により構成される (Fig.2-2) 7-9l．組織内
部では， 20-250もの PGモノマーがリンクプロテインを介しヒアルロン酸 (Hyaluronicacid: 
HA, 分子最 2.0x105-2.0x 106, 長さ 0.5-5.0μm)に結合したプロテオグリカン凝集体
(Proteoglycan aggregate: PGA,分子蛋 ～5.0x108, 長さ 5.0μm) として存在しており 7)'
































しているこれにより， PG は自由溶液中のモノマー質祉の約 50倍もの水を引き付けるこ
とが知られており JO)，電気的反発力と合わせて膨潤圧を発生させる．非荷重下において，
この膨潤圧はコラーゲン線維の引張応力と釣り合い，組織内部の平衡状態を規定している
(Fig. 2-3) 11, 13l.最近の研究により，膨潤圧により生じるコラーゲン線維の tensilepre-strain 
は 1.5％程度であることが示唆されている 14)．コラーゲン細線維 1本あたりの引張特性を調
査した報告 15)に基づけば，この pre-strainはコラーゲン細線維（直径～100nm) 1本当たり
で～0.3μNの引張力 (~7.5MPaの引張応力）に相当する 14).
Combined Functions of'Colagen Fibers 
and Protcoglycans in Cartilage 
ColugCII 
Aggr •̀CIIII 





































Smaller domain Increased cha呼 density
B Increased charge-cha『gerepulsive forces 
































































列は純水中よりも乱されているこれより， 一般的に， 8S< 0であるイオンは構造形成イオ














t.Ei > 0⇒てiho>1 (Eq. 2-2) 
△Ei < 0⇒てd-ro< 1 (Eq. 2-3) 
Eq. 2-2は，△局＞ 0の場合イオン周りの水分子は純水中で瞬間的に滞在する時間よりも，
イオンに接している時間の方が長いことを示している．つまり，イオン周りの水分子は動き













































の例としては， リン脂質が形成する生体膜における相互作用が挙げられる (Fig.2-7). 
"Flickering clusters• of出0





•cages" around the hydrophobic霞lkylヽholns
(A) (B) 








であり，有機イオン全体としては，その多くが邸且＞ 0である (Table2-1) 21J. 
しかし， S04基やスルホン基 (S03H基）のように負の水和をし，なおかつ△佑が負の大き
な値をとる解離基を持つ有機イオンの中には負の水和をするものもある．
































Fig. 2-8 水溶液中の D—グルコースの異性体にみられる OH 基配座の違い 35)
20 
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糖であり，いわゆる GAGに対応する．HAを除く GAGは構成糖の一部に S04基が結合し
ており，硫酸化グリコサミノグリカン (sulfatedGlycosaminoglycan: sGAG)として HAと隔
される
Table 2-2ムコ多糖の名称と構成単糖 38,39) 
分類 名称 略 分子最 構成成分（単糖）
Nーアセチル＿D-グルコサミン












ヘパラン硫酸 HS 15,000 
Lーイズロン酸ID—グルクロン酸
N—アセチIレ＿D-ガラクトサミン＿6-硫酸







とが多い 21> (Table 2-3)．表中の水和址は，溶質 1g当たりに水和した水の g数を表してお
り，他の糖質と比較してムコ多糖の水和砿は約 2倍であることがわかる． GAGの分子祉を






うして， HAは約 1000倍もの容量の水を保持するとされる 40).












Table 2-3断熱圧縮率から求めた糖質の水和最 (25°C)21) 
糖分子 分類 水和祉 [cm3/gmolecule] 
グルコース 単糖 0.33 
マルトース 二糖 0.31 
デキストラン 多糖 0.17-0.37 
ヒアルロン酸イオン 酸性ムコ多糖 0.77 
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I!,  i4:， 
＼ polar side chains 
on the outside 
of the molecule 
can form hydrogen 
bonds to water 
folded conformation in aqueous environment 







































































































































































































































性基は第二義的であることが知られている 21,44). コラーゲンの水和モデルは 3つの異なる
状態で説明され，ヘリックス構造内部の水 (-271°Cから-269°Cでも凍らない），ヘリックス

























悶分 —4 水溶液Iドの7 ロトン移勁
敷 溶液中のfit分 f9湛．散
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自由水 free water 
バルク水 normal isotropic bulk water 
bulk water 
------------------------
自由水 free water 
凍結水 freezing water 
結合水 bound water 
ガラス状の水 glass-state water 
中間水 intermediate water 
凍結結合水 freezing-bound water 
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入力補償 DSC 熱流束 DSC
Fig. 2-17入力補償DSCと熱流束 DSCの装置概念図 66)
熱分析の特徴は，その測定の簡便さと走査温度範囲の広さにある．生体高分子・水系およ
び生体試料に対する熱分析では， 2-400Kという非常に広い範囲の熱力学特性知ることがで
きる 21).2-400Kの範囲における生体高分子・水 ．塩系の熱力学特性を測定した Mrevlishvili
によれば，測定領域は 4つに大別でき，各領域で得られる情報と成分の物理的な変化の関係
は以下のように表される (Table2-4) 21l. 
29 
Table 2-4生体高分子 ・水 ・塩系の各温度範囲で得られる情報と成分変化 21)
温度範囲 得られる情報と成分の物理的変化
タンパク質，核酸，脂質のコンフォメーション変化が蜆測される．天然状態から



















1. Chen, S., Fu, P., Wu, H., Pei, M., 2017. Meniscus, articular cartilage and nucleus pulposus: a 
comparative review of cartilage-like tissues in anatomy, development and function. Cell and 
tissue research 370(1), 53-70. 
2. Quantock, A.J., Young, R.D., 2008. Development of the corneal stroma, and the collagen-
proteoglycan associations that help define its structure and function. Developmental Dynamics 
237(10), 2607-2621. 
3. Fox, A.J., Bedi, A., Rodeo, S.A., 2012. The basic science of human knee menisci: structure, 
composition, and function. Sports health 4(4), 340-351. 
4. Fox, A.J., Wanivenhaus, F., Burge, A.J., Warren, R.F., Rodeo, S.A., 2015. The human meniscus: 
a review of anatomy, function, injury, and advances in treatment. Clinical Anatomy 28(2), 269-
287. 
5. Sanchez-Adams, J., Willard, V.P., Athanasiou, K.A., 2011. Regional variation in the mechanical 
role of knee meniscus glycosaminoglycans. Journal of applied physiology 1 I I (6), 1590-I 596. 
6. Melrose, J., Smith, S., Cake, M., Read, R., Whitelock, J., 2005. Comparative spatial and 
temporal localisation ofperlecan, aggrecan and type 1, I and JV collagen in the ovine meniscus: 
an ageing study. Histochemistry and cell biology 124(3-4), 225-235. 
7. Hardingham, T., 1981. Proteoglycans: their structure, interactions and molecular organization in 
cartilage. 
8. Hascall, V.C., Sajdera, S. W., 1970. Physical properties and polydispersity of proteoglycan from 
bovine nasal cartilage. Journal of Biological chemistry 245(19), 4920-4930. 
9. Nordin, M., Frankel, V.H., 2001. Basic biomechanics of the musculoskeletal system. Lippincott 
Williams & Wilkins. 
10. Fithian, D.C., Kelly, M.A., Mow, V.C., 1990. Material properties and structure-function 
relationships in the menisci. Clinical orthopaedics and related research 252, 19-31. 
11. Lai, W.M., Hou, J.S., Mow, V.C., 1991. A triphasic theory for the swelling and deformation 
behaviors of articular cartilage. J Biomech Eng 113(3), 245-258. 
12. Maroudas, A., 1979. Physicochemical properties of articlar cartilage. 
13. Hardingham, T.E., 1998. Cartilage: Aggrecan -Link Protein -Hyaluronan Aggregates. 
(http://glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HA05/HA05E.html,閲覧日 ：2018/9/17)
14. lnamdar, S.R., Knight, D.P., Terrill, N.J., Karunaratne, A., Cacho-Nerin, F., Knight, M.M., 
Gupta, H.S., 2017. The secret life of collagen: temporal changes in nanoscale fibrillar pre-strain 
and molecular organization during physiological loading of cartilage. ACS nano 11(10), 9728-
9737. 
15. Eppell, S.J., Smith, B.N., Kahn, H., Ballarini, R., 2006. Nano measurements with micro-devices: 
mechanical properties of hydrated collagen fibrils. Journal of the Royal Society Interface 3(6), 
31 
117-121. 
16. Kim, Y.J., Bonassar, L.J., Grodzinsky, A.J., 1995. The role of cartilage streaming potential, fluid 
flow and pressure in the stimulation of chondrocyte biosynthesis during dynamic compression. 
Journal of biomechanics 28(9), 1055-1066. 
17. Thambyah, A., Broom, N.D., 2013. Further insight into the depth-dependent microstructural 
response of cartilage to compression using a channel indentation technique. Computational and 
mathematical methods in medicine 2013. 
18. Mow, V.C., Kuei, S.C., Lai, W.M., Armstrong, C.G., 1980. Biphasic creep and stress relaxation 
of articular cartilage in compression: theory and experiments. Journal of biomechanical 
engineering 102(1), 73-84. 
19. Proctor, C.S., Schmidt, M.B., Whipple, R.R., Kelly, M.A., Mow, V.C., 1989. Material properties 
of the normal medial bovine meniscus. Journal oforthopaedic research 7(6), 771-782. 
20. Hauser, R.A., 2010. The acceleration of articular cartilage degeneration in osteoarthritis by 
nonsteroidal anti-inflammatory drugs. Journal of Prolotherapy 2(1), 305-322. 
21.上平恒，逢坂昭， 1989.生体系の水．講談社．
22.上平恒，1982.生体内の水．凍結及び乾燥研究会会誌 28,1-6. 














3 2.https ://www.barnardhealth.us/gl ucose-phosphate/info-q vr. html（閲鹿日 ：2018/11/1)
33. Payton, B. 2014. CHAPTER 2 Water and Aqueous Solutions. 
(https:/slideplayer.com/slide/1518949/，閲究日 ：2018/11/1)
34.上平恒， 1983.生体中の水の挙動．膜 8(6),351-359. 
35. https://sci-pursuit.com/chem/organic/glucose_structure.html（閲究日： 2018/11/1)
36. http://www.yakugaku-tik.com/home/organic-chemistry/2-l-aruk an/3-s hikurohekisanno-li-ti-
32 
pei-zuo（閲覧日： 2018/11/1)
37. Uedaira, H., Uedaira, H., 1985. Sugar-water interaction from diffusion measurements. Journal of 




40.後藤真， 1995.ヒアルロン酸の生理的役割と疾患炎症 15(2),105-113. 
41.鈴木靖子，上平恒， 1974.Hydration of a-Heparin. 日本化学会誌 (5),830-834. 
42. https:/themedicalbiochemistrypage.org/glycans.php（閲覧日： 2018/11/1)
43. Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P., 2008. Molecular Biology of 
the Cell. Garland Science. 
44.上平恒， 1996.生命からみた水．日本水処理生物学会誌 32(1),13-18. 
45.北野博巳，源明誠2009.生体適合性と水和．高分子 58(2),74-77. 
46. Tanaka, M., Motomura, T., Ishi, N., Shimura, K., Onishi, M., Mochizuki, A., Hatakeyama, T., 
2000. Cold crystallization of water in hydrated poly (2-methoxyethyl acrylate) (PMEA). 
Polymer international 49(12), 1709-1713. 
47. Tanaka, M., Mochizuki, A., 2004. Effect of water structure on blood compatibility—thermal 
analysis of water in poly (meth) acrylate. Journal of Biomedical Materials Research Part A 
68(4), 684-695. 
48.田中喪，佐藤 一博，2012.新規バイオ ・医療用高分子の熱分析．熱測定＝Calorimetry
and thermal analysis 39(4), 151-157. 
49. Tanaka, M., Hayashi, T., Morita, S., 2013. The roles of water molecules at the biointerface of 
medical polymers. Polymer Journal 45(7), 70 I. 
50.田中翌2014.高分子科学最近の進歩体親和性高分子のハイスループッ トスクリーニ
ングーバイオ界面水の役割と中間水コンセプトによる材料設計ー．高分子 63(8),542-545. 
51. Ishihara, K., Nomura, H., Mihara, T., Kurita, K., Jwasaki, Y., Nakabayashi, N., 1998. Why do 






54. Hatakeyama, T., Hatakeyama, H., Nakamura, K., 1995. Non-freezing water content of mono-and 
divalent cation salts ofpolyelectrolyte-water systems studied by DSC. ThermochimicaActa 253, 
137-148. 
55. Hatakeyama, H., Hatakeyama, T, 1998. Interaction between water and hydrophilic polymers. 
33 
Thermochimica acta 308(1-2), 3-22. 
56. Nakamura, K., Hatak:eyama, T., Hatak:eyama, H., 1981. Studies on bound water of cellulose by 
differential scanning calorimetry. Textile research journal 51(9), 607-613. 
57. Monti, D., Chetoni, P., Burgalassi, S., Najarro, M., Saettone, M.F., 2002. Increased corneal 
hydration induced by potential ocular penetration enhancers: assessment by differential scanning 
calorimetry(DSC) and by desiccation. International journal of pharmaceutics 232(1), 139-147. 
58. Padalkar, M.V., Spencer, R.G., Pleshko, N., 2013. Near infrared spectroscopic evaluation of 
water in hyaline cartilage. Annals of biomedical engineering 41(11), 2426-2436. 
59. Ping, Z.H., Nguyen, Q.T., Chen, S.M., Zhou, J.Q., Ding, Y.D., 2001. States of water in different 
hydrophilic polymers—DSC and FTIR studies. Polymer 42(20), 8461-8467. 
60. Ali, S., Bettelheim, F.A., 1984. Distribution of freezable and non-freezable water in bovine 
vitreous. Current eye research 3(10), 1233-1239. 
61. Thankam, F.G., Muthu, J., 2013. Influence of plasma protein-hydrogel interaction moderated by 
absorption of water on long-term cell viability in amphiphilic biosynthetic hydrogels. RSC 
Advances 3(46), 24509-24520. 
62.中田克，石田宏之， 2016.生体適合性ポリマー中の吸着水解析．TheTRC News. 
63.東海大学望月研究室ホームページ http://www.ey.u-tokai.ac.jp/mochizuki/res.html（閲覧
日： 2018/11/1)
64.中川 英昭，市原祥次， 1980.初心者のための熱分析 (1)OTA, DSCの原理と測定法熱
測定 7(1),11-17. 
65.十時稔， 2009.DSC (1)装置および解析基礎編ー．繊維学会誌 65(8),293-297. 
66. Clas, S.D., Dalton, C.R., Hancock, B.C., 1999. Differential scanning calorimetry: applications in 

























































数を示す (Tables3-1, 3-2). 
Table 3-1実験で用いたヒッジ膝関節内側半月板の試料情報
群 試料数 品種 雌雄 月齢
Young 8 サフォーク メス＊ 6-7 
Adult 8 サフォーク メス 60-80 







Young 3 8 5 5 
Adult 3 8 5 5 










ン包埋を行ったその後， 厚さ 7.0μmで薄切した切片に対して Saf-0/FG染色を行い，組織
染色像を観察した組織固定から染色までのプロトコルの詳細は付録 lの 1ふ節に示す．
3.3.2. 1, 9-dimethylmethylene blue分析
本研究では Saf-0/FG染色による GAGの定性評価と併せて， 1,9-dimethylmethylene blue 
(DMMB)色素を用いた比色検定法による GAGの定菌評価を行った．
DMMB分析は，硫酸基を持つ GAG (sulfated glycosaminoglycan: sGAG)が陽イオン性の異
染色性色素である DMMBに結合する特性を利用した分析手法 13,14)である．したがって，






DMMB色素は sGAGに反応し波長 525nm （あるいは 515-530nm)でポジティブヒ°ーク
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Fig. 3-3 CS溶液に対する DMMB分析で得られた吸光スペク トル 15)
半月板中節の middlezoneより採取した小片を Papain溶液で可溶化させ，DMMB分析に
よる吸光度測定を行い， sGAGを定堡化したこの際必要となる検墓線の作成，および可溶











































































wf =――X 100 
△H pw 
wi=（筐X100)-Wf














て導出することが困難な際は，自由水 ・中間水祉wf,iを合わせて導出する (Eqs.3-5, 3-6) 19). 
wt,i=（是X100) (Eq. 3-5) 







Table 3-4 DSC測定環境 ・条件
冷却ガス 液体窒素






























一方で，動的粘弾性試験 (DynamicMechanical Analysis: OMA)では周期的な応力あるいは
ひずみを試料に与えた際の，比較的短い時間スケールでの粘弾性特性を評価する方法であ







a Loading nme scale (s} 
10 ゚
10 ・1 10・2 10-3 10-4 
traumatic Impact 
jumping • landing 





10 1 2 10 3 
4 
10 10 




y(t) = Yamp sin wt (Eq.3-7) 
試料が完全弾性体であればひずみ波と同位相の，完全粘性体であれば位相が冗／2進んだ応力
波が，粘弾性体であればO<o＜冗／2の位相差を持つ応力波が観測される (Eqs.3-8~3-10, 
Fig. 3-7) 24>. 
a(t) = (Jamp sin wt (Eq. 3-8) 
a(t) = (Jamp sin(wt + 15) (Eq. 3-9) 



























E* = E'+ iE =— 
y(t) 
sino E ＂ 
tano =―=  -







動的粘弾性測定には動的機械分析装置 (ElectroForce5500, TA Instruments Inc.) (Table 3-
5) 25)を用いた
Table 3-6 ElectroForce 5500の主な仕様25)
最大荷重 [N] 士200
最大周波数 [Hz] 20 













































0.1, 0.3, 0.6, 1.0, 3.0, 6.0 
2.5 
0.1-1.0 Hz: 5 


























染色性は Youngから Adultにかけて組織成熟に伴い増大し， Adultから Oldにかけて成熟後
の加齢に伴いやや低下する傾向を示した
楔形断面の中間に対応する middlezone付近の染色性をみると， Youngでは染色性が低下
していく部位に対応していたが， Adultや Oldではおおよそ middlezoneの全体で GAGは陽
ただし，Adultのn3ではmiddlezoneの中心層において，染色性が認められな性であった．
い部分があった (Fig.3-11図中の黒矢印）．



















outer zone ・ ・ inner zone 
middle zone 
Fig. 3-I I Saf-0/FG染色結果（赤 ：GAG, 青 ：非コラーゲンタンパク質）
1 mm 
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3.4.2. 1, 9-dimethylmethylene blue分析
半月板中節の middlezoneより直径 1.0mmで採取した小片の sGAG批を以下に示す．各
群のばらつきをみると， Adultが他よりも大きかったまた， sGAG位は Youngから Adult






































(n = 8) 
Old 
(n = 4) 
Fig. 3-12 DMMB分析による sGAG定韮化の結果 (ww:wet weight.*: p < 0.05 
in Kruskal-Wallis test. t: p < 0.05,ま： p< 0.01 in Steel-Dwass test.) 
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3.4.3． 示差走査熱量測定・乾燥重最測定
半月板中節の middlezoneより直径 1.5mmで採取した小片に対する DSCの結果として，
各群の代表的な DSC波形と，自由水の結晶化 ・融解ヒ°ークの温度および熱流の結果を Fig.
3-13に示す．
DSC波形より，降温過程において-10°Cから 20°cの間で自由水の融解の伴う発熱ヒ°ーク







きが大きい傾向にあることが分かった (Fig.3-13 (D)). 
DSC波形の解析より導出した，各水分砿の結果を Fig.3-14に示す． 含水量は， Youngか
らAdultにかけて有意に減少し，その後の加齢ではおおよそ一定に推移した(Fig.3-14 (A)). 
含水量に占める自由水 ・中間水砿は， Youngから Adultにかけて有意に減少し， Adultから
Oldにかけて有意に増加した (Fig.3-14 (B)）．結合水批は，自由水・中間水批の推移と対称
となるように推移した (Fig.3-14 (C)). 
また各群の含水最に占める割合の平均値をみると，ヒッジ半月板内側の中節のmiddlezone 















































































o Young (n = 5) 
■Adult (n = 5) 
• Old (n =4) 
員
(D） 
















゜Young Adult Old (A) (n = 5) (n = 5) (n = 4) 
Mean士SD
で 100 1 Age efect: •• 
> ・
Mean土SD
1 00 l Age efect: •• 








゜ ゜Young Adult Old Young Adult Old (B) (n = 5) (n = 5) (n = 4) (C) (n = 5) (n = 5) (n = 4) 
Fig. 3-14含水量 （A), 自由水・中間水醤 (B)，結合水量 (C)(we: water content.*: 














Table 3-8各結果間での順位相関関係および曲線回帰の結果(*:p < 0.05, **: p < 0.01) 
Spearmanの順位相関分析 一次線形回帰 二次曲線回帰
相関係数p 有意確率 決定係数IR叶 決定係数IR叶
W-sGAG -0.319 0.267 0.0715 0.0940 
FW-sGAG -0.648 0.0121 * 0.652 0.659 
BW-sGAG 0.666 0.00932** 0.470 0.471 
FW-W 0.486 0.0783 0.249 0.335 
BW-W 0.0110 0.970 0.0636 0.171 
W:含水最 [%),sGAG: sGAG砒 [%ww],FW:自由水 ・中間水祉 [%ww],BW:結合水最 [%ww]
（相関） 0.2< IPI ≪ 0.4:弱い， 0.4< IPI ≪ 0.7:比較的強い， 0.7< IPI ≪ 1.0:強い





























































































ぺ゚8 y = -0.8831x + 66,624 
R'= 0.0715 
゜y = -0.9544x2 + 5.0937x + 57.879 R'= 0.094 






0 o y = 0.6886x. 0.0377 
R1 = 0.2493 










































y= 2.7969x+ 11.673 
R'= 0.4701 






























゜o 0 0 / 
y = 0.3114x+ 0.0377 
R'= 0.0636 





Fig. 3-15 sGAG量，含水墓，自由水 ・中間水蘊，結合水最の間の相関関係 (A)-(E)













各水分批を sGAG批で正規化した値を算出したそして，この値を半月板中節の middlezone 
における単位 sGAG周りの水の構造性や水分子の運動性の指標とした
その結果，自由水 ・中間水址はAdultが最も少なく 他の約 46-51％程度であり ，結合水揖





































































































 Young Adult Old 
(n = 5) (n = 5) (n = 4)
Fig. 3-16 sGAG批で正規化した自由水 ・中間水址 (A)，結合水凪 (B)(we:water 
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゜0.1 1 周波数 [Hz] 10 
(C) 
• Young ... Adult ．．．ヽ • Old
(n=5) (n=5) (n=4) 
Fig. 3-18貯蔵弾性率（A), 損失弾性率 (B)，損失係数（C)Ct: p < 0.05，ま： p< 0.01 





















関節軟骨や椎間板の髄核においては，加齢による CS量や CSが豊富な領域の減少 30-32),
GAG鎖長さの減少 33)による PGサイズの減少 (Fig.3-19 (A),(B））や， HA鎖長さの減少 34)
およびタンパク質分解による PGAの細分化 33-35) (Fig. 3-19 (C), (D)）が認められている．さ
らに，小型化した PGや細分化された PGAは加齢に伴い組織内で蓄積され，その大部分が
非凝集体として存在する 33,34, 36) (Fig. 3_20)．加えて，老化関連物質である終末糖化産物
(Advanced glycation end products: AGEs) も加齢に伴い組織内部で蓄積されることが知られ
ており 33,37)，こうした PG・PGAの構造変化や基笠の相互作用の減少により，新たな PGA
形成が阻害されることで組織は水和力低下を引き起こす 33,35). 
































Fig. 3-20加齢に伴う PG・PGAの細分化， 非凝集化（椎間板 (A)33),
60 
Elastln loss 
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AGE 





























れるこの場合， PGを構成する GAG同士の分子間距離の減少が考えられるが，これは GAG
同士の相互作用の増加，またそれに伴う GAGと水分子の相互作用の減少を導くものと推察
される．
単位 sGAG量当たりで結合水籠を比較すると Adultは Youngよりも低値を示した しか
し，組織全体としてはPGなど基質が充実することで，基質の水和力が増加し，そのため含
水星に占める結合水量が増加していたと考えられる (Fig.3-22). 








Young to Adult Adult toOld Young to Adult Adult to Old 
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る凍結乾燥体 RCPを用いた (Table4-1). 10頭のミニブタの両後肢 (20膝）の内側半月板
を移植対象とし， 作製した欠損部に RCPを移植した (RCP群，n=10)．また，比較対象と











た移 植 する RCPはロットとなる RCPから直径4.0mmで円柱状に採取した後，移植部位
である半月板前節の形状に合うよう成形した (Fig.4-1)．成形した RCPは，同径で作製した











Fig. 4-1 ミニプタ内側半月板前節欠損部への RCPの移植
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4.2.2. 摘出組織の肉眼所見





および innerzoneへと拡大した楕円形状を呈していたさらに， Defect群では 10例中 5例























































Fig. 4-2移植後 6か月で摘出した内側半月板の肉眼所見 (0/X:試験実施可否の判定）
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4.3. 試料
4.2.2節の銀察より試験実施が可能であると判断した Defect群 (n= 3)およびRCP群 (n
= 3) に加え，比較対象として任意の摘出組織の後節を，欠損 ・移植を伴わない正常群に対









































付録 1の 1.1節に示す方法およびプロトコルに従い Saf-0/FG染色を行ったまた， Defect群
およびRCP群の組織染色は大阪大学の共同研究者が行った．
4.4.2. 1, 9-dimetbylmetbylene blue分析
各群の試料内部の sGAG址を DMMB分析により定址化した．方法およびプロトコルは付































nlや RCP群の n3など，染色性が認められないものもあった．Defect群と RCP群間での
GAGの染色性に大きな違いはみられなかった
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も確認できた (Fig.4-5図中の 12R,8R, llL). 
また，Fig.4-4の Defect群およびRCP群と比較すると，欠損部あるいは RCP移植部付近
での GAG染色性は高い傾向にあり， innerzoneに GAG分布が集中していることがわかっ
た．
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よりも Defect群およびRCP群が有意に多く ，その差は約 5-6％であった (Fig.4-8 (A)). 
含水祉に占める自由水 ・中間水旦は， Normal群よりも Defect群およびRCP群が有意に多
く，その差は約 13％であった (Fig.4-8 (B)）．結合水蘊は， Normal群よりも Defect群および
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群と RCP群の間には 1.0Hzと6.0Hzを除く周波数で， Normal群と Defect群の間には 0.1
Hzで有意差がみられ，Defect群と RCP群の間に有意差はみられなかった．
損失弾性率は各群とも高周波数帯域において比較的高値を示し，この傾向はNormal群に
おいてより強かった (Fig.4-10 (B)). 6.0 HzのNormal群と RCP群間を除いて有意差はみら
れなかったが，周波数によらずNorma]群， Defect群， RCP群の順に高値を示した．
損失係数は，各群とも 1.0-3.0Hzを境に減少傾向から増加傾向へと移行した (Fig.4-10 (C)). 
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.,o. Normal.. Defect... RCP 
(n = 5) (n :3) (n：3) 
Fig. 4-10貯蔵弾性率 （A), 損失弾性率 (B)，損失係数 (C)（•t: p < 0.05，ま： p < 0.01 




















DMA以外の結果をみると， Saf-0/FG染色性に大きな違いはみられず (Fig.4-4), sGAG蘊
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Chondroitinase ABC (ChABC), Cathepsin D, Elastaseが挙げられ I)，中には種々のプロテア
ーゼを併用する場合もある中でも，関節軟骨や半月板に対して最も一般的に用いられるの
がTrypsinとChABCである (Table5-1). 






Table 5-1 ChABCおよび Trypsinの概要 2-5)
酵素 切断／分解対象
ChABC C4S, C6S, DS,少伍の HA
Trypsin Arg, LysのC末端のペプチド結合






では第 3章でも用いた成熟ヒッジ（サフォーク種，メス， 60-80ヶ月齢， n=9)の内側半月
板中節 middle zoneの中心層より採取した円柱状試料（直径 3.0mm,厚さ 2.0mm,n= 16) 
をモデルに用いた先行研究 6-10)および第 3章のDMMB分析の結果 (Fig.3-12)から，成









その後，試料を 0.3mg/ml Trypsin-PBS(-）溶液に浸泊させ， 37°c環境下で 0,6, 12, 24 hrs 
静置することで，各 GAG分解モデルを得た． Trypsin溶液濃度および処理時間，その他の実
験条件は先行研究（付録 2の 2.1節）と予備実験をもとに設定した．GAGモデルの寸法を
考慮すると， 12hrs以内での処理でおおよそ内部の GAGが分解され，特に 6hrs以内の処理
では， GAG以外の基質への影態が比較的軽微であると考えられるため，このように設定と


























冠状断面に分割した (Fig.5-2)．この面は，第3,4章で行った Saf-0/FG染色の観察面 （半
月板の楔形冠状断面）と同じ面に対応する．






Fig. 5-2各測定のための GAG分解モデルに対する割断 ・成形（赤線は割断線）
5.3.1.2. 1, 9-dimethylmethylene blue分析






ロトコルは付録 1の 1.3節に従ったまた，乾燥重駄測定では， DMMB分析と DSCで使用







している様子が確認できた 12,24 hrs処理群は強い染色性はないものの全体に GAGの不
均質な分布が確認できたまた，中心部や半月板の outerzoneから innerzoneへと配向する
tie-fiber (Fig. 5-3図中の黒矢印）近傍に染色性が確認できた．
また， HE染色の結果， Ohr処理群が全体的に青紫色を呈していたのに対し， 6hrs処理群




5.3.2.2. 1, 9-dimethylmethylene blue分析
各分解モデルに対する sGAG定批化の結果を以下に示す．6hrs処理することで sGAG品
は顕著に減少し，それ以降では緩やかな減少傾向を示した．Ohr処理群と比較し，6hrs処理





















0 hr 6 hrs 12 hrs 24 hrs 








よそ同じ温度で発熱 ・吸熱ヒ°ークを示した（Fig.5-5 (E)）．しかし，結晶化ヒ°ークの熱流は 0
hr処理群から 6hrs処理群にかけて上昇した後，12, 24 hrs処理群で低下していることがわ
かった
DSC波形の解析より導出した各水分址の結果を Fig.5-6に示す．含水址はおおよそ同程度
であったが，Ohr処理群よりも 6,12hrs処理群は約 2%,24hrs処理群は約 4％多かった (Fig.
5-6(A)）．含水屈に占める自由水・中間水飛は6hrs酵素処理することで約 4.6％増加したが，
6 hrs以降は減少傾向を示し， 6hrs処理群と比較して約 7.7-9.0％減少していた (Fig.5-6 (B)). 
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進む 14l(Fig. 5-7)．さらに， PGAを細分化するため， ChABC処理の前段階として Trypsin処
























Fig. 5-7 PGAに対する Trypsinの切断箇所と分解機作 14-16)
上記の Trypsinの PGAの分解機序を基に， GAG分解に伴う水和構造の変化を考察する．
組織染色およびDMMB分析の結果より， 6hrs処理群は中心部を除いて染色性が低下して







水和構造分析の結果， 6hrs以上の Trypsin処理により sGAG品は約 74-82％分解されてい
たにも関わらず， 6hrs処理群の結合水批は Ohr処理群と比較して約4.6％程度の減少に留ま
っていたさらに， 21, 24 hrs処理群に至っては結合水屈が約 7.7-9.0％増加していた．
まず，「6hrs処理群の結合水址の減少率の小ささ」に関して考えると，試料中心部に残存
する PGAの水和による影醤そして中心部以外に存在する GAG鎖を持たない HAの露出
による水和の影馨，以上の 2点が挙げられる．
1点目に関しては， DSCに用いた試料が円柱状試料を 1/4にした部分 (Fig.5-1)であるこ
とより理解できるつまり，中心部に残存する未分解の PGAあるいは PGの水和が結合水
品の値に反映されていたということである．




これより ，6hrs処理群において，約 74-82％分解された sGAGの影咄で結合水品は減少す








考える． 5.2.1節 や付録 2の2.1節でも述べたように， Trypsinは溶液濃度や処理時間の設定
次第ではコラーゲンに対して実質的な址変化を及ぽさない 17)が，逆に設定条件によっては
コラーゲンのアミノ酸配列を分解し，コラーゲン線維による網目構造を弛緩させる 18,）．本







める（第 2章 2.2.1．節参照） 20,21)．ヒトを例としてI型コラーゲン al鎖のアミノ酸配列
(SwissProt accession code P02452, 1057残基） 22)をみると，配列中に多くの ArgとLysがあ




酸配列の約 7.2%(1057残基中 76残基）を占めるので， Trypsinが切断対象とする部位がコ
ラーゲン分子中では決して少なくないことがわかるこれより，長時間の Trypsin処理によ
ってコラーゲンが分解された場合，それに伴って水との相互作が増えることが考えられる．





























































荷重負荷時 (Fig.5-9 (A) Loading Phase)において，負荷直後は液相 (Fluid)が外荷重 (Fig.























Fig. 5-9 Fluid-Spring Modelに基づく外荷重負荷 ・除荷時の変形 ・荷重伝達 I,23-25) 
98 
5.4.2. 試料・方法








その他の実験条件は AfaraおよびArabshahiの研究 1,23-25)を参考にした (Table5-3, Fig. 5-
10). 
試料に対し圧縮ひずみを付与（①インデンテーション）する際の速度は，5.4.l節で述べ



















手順 プログラム 条件 算出項目
① インデンテーション 変位制御： 10μmis, 30％ひずみ 等価弾性率
② ホールド 荷重制御：2s
③ リトレース 荷重制御： lN/s, 0.3 N ひずみエネルギー
④ ホールド 変位制御： 0.1s 














゜0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 変位 [mm]
Fig. 5-10イ ンデンテーション試験時の荷重ー変位曲線（各番号は Table5-2に対応）
100 
5.4.3. 結果








群はむしろ変位が増加する方向へと推移した (Fig.5-11 (A)）．再膨潤に伴う変形回復批 (120
s後）は，処理時間の増加に伴い低値となり (Fig.5-12(A)), 6, 12hrs処理群は変形回復紐
が負（変形が進行する）となる傾向を示した． 600s後， 0hr処理群は変形回復が進むのに
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Fig. 5-11各処理時間における代表的な荷重ー変位曲線 (A)，ひずみエネルギー (B)
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6 hrs処理するこ とで結合水母は湿重品で約 4.6％減少する
6 hrs処理することで浸透膨潤圧を反映するひずみエネルギーは顕著に減少する
■ 検証実験2:水和構造と力学特性の関係性
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① 半月板を冷蔵解凍した後，調整したリン酸緩衝生理食塩水 (Phosphatebuffered 
saline: PBS(-）)溶液内で静置する．
② 半月板中節の冠状断面をメスで厚さ 1.0mmに薄切し，パラホルムアルデヒドに
浸漬させ， 8-10°Cで冷蔵する (2days). 
2. 脱水
① パラホルムアルデヒドを PBS(-）溶液で 3回置換する．
② 70％エタノール (EtOH)を入れ冷蔵する (2hrs). 
③ EtOHを廃棄し，再度70%EtOHを入れ冷蔵する (overnight).
④ 80%, 90%, 99.5%, 99.5%, 99.5%EtOHの順に EtOHを交換しながら冷蔵保存す
る（各間 1hr). 
3. 脱脂 ・パラフィン浸透 ・パラフィン包埋
① ユニカセットに入れた試料をキシレンに浸活させ脱脂する (2hrs). 
② 40-50°Cで溶かしたパラフィン内にユニカセットを入れパラフィンを浸透させ







③ 厚さ 7.0μmで薄切し， 1％酢酸にパラフィン切片を落としてシワを伸展させる．
④ パラフィン切片をスライドグラスで掬い取り 40°Cの精製水の水面に落とす．
⑤ 剥離防止コー トグラスでパラフィン切片を掬い乾燥させる (overnight).
5. 染色
① 40-50°Cに加温したホッ トプレー トにアルミ箔を敷き，その上でコートグラスを
温め，パラフィンを溶解しやすくする．












エタ ノール除去のために水道水でリ ンスする (5min). 
Weigert鉄ヘマトキシリン溶液に浸漬させる (4min). 
水道水でリンスする (10min). 
0.05% Fast Green FCF溶液に浸洒させる (5min). 
1％酢酸で余分な FastGreen FCF溶液をリンスする
0.1 % Safranin-0溶液に浸演させる (5min). 
水道水でリンスする (15s). 
99.5% EtOHに浸漬させる (4回，各 1min)．その後，















1.2. 1, 9-dimethylmethylene blue分析
1.2.1. 検最線の作成
対象とする試料の sGAG量を求めるに当たり，検量線（標準曲線）の作成が必要となる．
本研究では， ProteoglycanDetection kit (ASB Inc.）を用意し，同梱される DMMB(Astarte 
Biologics Inc., Lot no. 3910MY18, 100ml)およびウシ気管由来cs（総批 100μg)を用いて




量 0.5ml)内にて PBS(-）溶液に溶解させ 100μg/mlのCS溶液 100μIを調製した．CS溶液と
緩衝液である PBS(-）溶液を以下の割合で調製し， 0-100μg/mlの標準溶液を n=2ずつ得た．
Table]検量線作成に用いる標準溶液
標準溶液濃度 [μI/ml] CS溶液址 [μI] 緩衝液誠 [μI]
゜ ゜
50.0 
25 12.5 37.5 
50 25.0 25.0 
75 37.5 12.5 
100 50.0 
゜
標準溶液 50μIに対し DMMB溶液 500μIの割合でキュベットに入れ，軽く振盪し反応を






























y = 0.0019x + 0.0071 
R2 = 0.987 
二次回帰曲線：
y = -6E-06x2 + 0.0025x -0.0002 
R2 = 0.995 
25 50 75 
CS濃度 [μg/ml]






② 半月板中節の middlezoneより直径 1.0mmで試料を採取し， PBS(-）溶液に浸泊さ
せる．




② マイクロチューブ（容姑 0.5ml)に 1.0mg/mlの Papain溶液 (Papain, 20 mM 
PBS(-), 5 mM  L-cysteine, 5 mM  EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid)) 0.5 mlと
細断した試料を加える．
③ 60°Cの送風低温恒温器 (DKM300,ヤマト科学株式会社）内で静置し可溶化させ
る (overnight~24 hrs). 
3. DMMB分析
① 基準となるプランクとして PBS(-）溶液の吸光度を測定する．
② 目視で可溶化を確認した後，ボルテックスミキサー (HS120318, Heathrow 
Scientific Inc.)でマイクロチューブを数秒攪拌する．













エンタルヒ゜ーは△H~ 334 J/gであり (Fig.2 (A)），先行研究の値 3) と一致したことから，こ
の値を△Hpwとして用いた．
また，生体試料は塩 (NaClなど）を多く含むため，水由来のヒ°ークと塩由来のヒ°ークを














を，自由水 ・中間水と結合水の二つに隔して， Eqs.3-5, 3-6より各水分祗を導出することと
した．ここで，各ヒ°ークの同定はDSC波形を微分して得られる DDSC波形の変曲点より判
断される (Fig.2 (D)). 
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① 0.1 mm/sのランプ波形を断続的に与え， 0.01N 検出した地点を試料表面と定義
する．
② 0.1 Hzの正弦波ひずみを振幅 2.5％で 5サイクル付与する（プレコンディショニ
ング）．
③ 圧子を試料上方へ離し，静置して変形回復を許容 (5min). 
④ 0.1 mm/sのランプ波形を断続的に与え，接触点より 2％ひずみ下方の試験開始点
まで押し込み， 3min緩和させる．
⑤ 0.1 Hzの正弦波ひずみを振幅2.5％で付与する．








せることなく行うことも可能であった (Fig.3) 8-14) 
参考文献 訳m'積(9b9"＇皇9年齢部位l寸お 処珂桑件• JI境 店界(GAG/GAG以外の影響）
Wahlquist 2017 1) プタ125・4 mos /FCl-500 μm slice 0.5% Trypsin In Hanks BSS/3 hrs おおよそ分片されるIコラーゲン紐籍の絹目ほ這
が績も
Disilvestro 2002') ウシ／1-2yo /PC/q,3.2 disk 2 O ml of 0.25% Trypsin in Hanks BSS/37℃,15min -1141こ渫少する1含水量1;変化なし
Borthakur 2000 ≫ ウシ/PC 10, 50, 100 mg ml・'in PBS/30 min く 20％分射される
Duvvurl 2002'' ウン／1•2yoJPC/q,9disk 0 1 mg ml 1 Trypsin In PBS/RT, 1 hr, agltalion(14 min-') 1 hr: 32%. 2 h~. 51％分il>/コラーゲン曼の実貨
的な澱少はなし
Arabshahi 2018') ワシ/2•4 yo./PC/13X13X 5mm block O 1叩 ml・1Trypsin In PBS/37℃,1・3hrs -so％分舵される
Moody 2006 •l ウシ/PC 0 1 mg ml・1 Trypsin in saline or PBS/37℃.4. 6. 8.24 hrs 24 hrsまでに完全に分片される
Alara 20177> ウン/PC/10X10X 5mm block 1.0 mg ml・1 Trypsin in PBS/37℃.1-4 hrs 4 hrsであおよそ分肝される
(mos.：月蒻 y.o.：年割． FC：大樟骨軟骨，PC：肝董軟骨，slice：渭切試H.disk:円往伏試" block:直万体試f4.RT：室温， agitation:！覧拌）
(Honks BSS: Hanks Balanced Salt Solullon.ハノクス穫衝塩溶履）
Fig. 3関節軟骨に対する Trypsin処理による GAG分解の一例＆14)
このほか，関節軟骨 (13x]3x2mm)に対する Trypsin処理 (0.1mg/ml, 1 or 3 hrs処理）に
おいて，軟骨試料から Trypsin溶液内へ溶出したタンパク質を分析した研究では，いずれの
処理時間においても 657つのタンパク質が確認され，中でもフィブロモジュリン，フィプロ
ネクチン 1変異体，COL6A3,CILP(cartilage intermediate layer protein)は ]hr処理と 3hrs処
理において，有意に溶出量が増加していたとの報告がされている 12).
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